






























第２章　　部位特異的非天然アミノ酸導入を応用したANDゲート　…………………….    9 
　　２.１　　背景　……………………………………………………………………………    9 
























































aaRS   aminoacyl-tRNA synthetase 
Ara   L-arabinose 
EGFP   enhanced green fluorescent protein 
Glc   D-glucose 
IPTG   isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
IY   3-iodo-L-tyrosine 
IYRS   iodotyrosyl-tRNA synthetase 
LB   Luria-Burtani medium 
Lys   lysine 
lacI   lactose repressor 
lacO   lactose operator 
MJR1   Methanocaldococcus jannaschii tRNA 
PBAD   arabinose promoter 
Pbla   β-lactamase promoter 
Plac   lactose promoter 
Plpp   lipoprotein promoter 
PT7   T7 promoter 
RF-1   peptide release factor 1 
sRNA   small RNA 
tRNACUA  amber suppressor tRNA 
T7RNAP  T7 RNA Polymerase 
Tyr   tyrosine 
 !iv
TyrRS   tyrosyl tRNA synthetase    






らヒトを含む真核多細胞生物にいたるまで、次々と解読されている（Wood et al. 2014、 
Adams et al. 2000、 The C. elegans Sequencing Consortium 1998、 Churcher et al. 1997）。こ
れによって、ひとつの生物を構築し動作させるのに必要なゲノムを構成する全ての遺伝子
を、網羅的に知ることができるようになった。また、個々の遺伝子の機能の研究も、ゲノ
ムスケールで行われるようになった（Bradley et al. 2012）。さらにそれらの遺伝子がどの
ように相互作用してひとつの生物機能を形作るか、多数の遺伝子の働きを網羅的に解析す
るシステム生物学の技術が発達して、解明が進んでいる（Conesa and Mortazavi 2014）。こ
のようにして、遺伝子レベルで、生命現象の理解が急速に進んでいる。それと同時に、こ
れらの遺伝子に関する知識の増大は、遺伝子の働きを人為的に操作して、人間生活に利用
するための技術である、遺伝子工学の発達にも貢献している（Quin and Schmidt-Dannert 
2014）。高度化した遺伝子工学の応用分野は、作物・家畜・魚などの耐病性や生産性の向
上など農業分野（Voytas and Gao 2014、など）、難分解性の環境汚染物質の浄化による環
境分野（Vilchez-Vargas and Pieper 2010、など）、および医薬品原料もしくは医薬品本体の






















パク質遺伝子の発現による細胞死）などと呼ばれることもある（Lutz and Bujard 1997、




どの遺伝的デバイスである（Gardner et al. 2000、You et al. 2004、Yokobayashi et al. 2002、
Michalowski et al. 2004、Friedland et al. 2009、Basu et al. 2004、Anderson et al. 2007、Sohka 
 !2
et al. 2009、Basu et al. 2005、Elowitz and Leibler 2000）。また、医薬品や生物燃料のような
付加価値の高い化学物質の生産、および腫瘍を治療する微生物やウイルスの構築なども、
より複雑なシステムが特定の遺伝的パーツやデバイスを用いることによって構築されてき




















































































（Pastrnak et al. 2000）。また、アミノアシルtRNA合成酵素の過剰な発現は、本来の基質
が少ない状態において、tRNAのミスチャージを増進するとの報告があり（Kiick et al. 
2000、Varshney and RajBhandary 1992）、アミノアシル化の精度はアミノアシルtRNA合成























































（Liu and Schultz 2010、Wang et al. 2001）。この技術は、構造解析、機能解析、タンパク
質治療薬、および機能改善などのような応用において、タンパク質工学のために広く適用
されている（Cellitti et al. 2008、Schultz et al. 2006、Ye et al. 2009、Xie et al. 2004、
Sakamoto et al. 2009、Summerer et al. 2006、Hino et al. 2005、Grünewald et al. 2009、 Liu and 





































































































































































































長率へは影響しないことが知られている（Eggertsson and Söll 1988）。一方で、アンバー抑


































翻訳調節ツールは、標的遺伝子内の改変を必要としない（De Lay et al. 2013）。しかし、
多くの場合、RNA抑制ツールで検出されるオフターゲット効果は、IYスイッチには見られ
ない（Sharma and Vogel 2009）。また、大腸菌ゲノム上の遺伝子改変は、技術上容易に














































































































立性において優位性を示している（Lucks et al. 2008）。さらには、第二の特徴において、
環境ノイズが極めて低いことを示唆することから、信頼性において優位性を示している


































































においてtRNAのミスアシル化を増進し（Kiick et al. 2000、Varshney and RajBhandary 
1992）、アミノアシル化の精度は、aaRSとtRNAの適切なバランスを必要とすることが報






































































   　　ＴＲ、大腸菌チロシルtRNAシンテターゼプロモーター 
  　　ＬＡ、大腸菌ラクトースプロモーター（lacIおよびlacOを含む） 
  　　ＬＰ、大腸菌lppプロモーター 
  　　Ｔ７、T7ファージ由来プロモーター 
































































































































































    










































































































































































































（Masaki and Ohta 1985）。したがって、ColE3eの発現コンストラクトを安定して維持でき













































































































    Ｓ：正しいクローンが得られた； 
    Ｆ：正しいクローンが得られなかった； 











0 S S S
1 S S S
2 S S S
3 S S S
ccdB
0 S S F
1 S S S
2 S S S
3 S S S
colE3e
0 F ND ND
1 S S F
2 S S F
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